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部分精製 CN を用いた阻害活性の定量的方法を確立し、阻害物質の精製を行った。先ず 20g





とが明らかになった。量的に最も多く得られた極性の強い画分 11.7mg を、TLC にて分離精
製を進めたところ、さらに 16 種類のバンドに分離された。これらの画分で原点に近い Rf 0.31
付近の極性の強い部分に最も高い CN 阻害成分があることを特定した。この CN 阻害物質













リウムのウシ脳 CN への作用について詳細に解析を行ったところ、C12-LAS は 20～40 μM
で強い阻害を示し、その IC50 は 9.3 μM であり最も強い阻害作用を示した。一方、パラオ
クチルベンゼンスルホン酸とラウリル硫酸ナトリウムは弱い阻害を示し、ベンゼンスルホン
酸は 100 μM でも全く阻害しなかった。また、類似のホスファターゼ反応を行うエビ、大
腸菌及びウシ小腸由来のアルカリホスファターゼを用いて、C12-LAS の作用についての解析
を行ったところ、100 μM の高濃度でも阻害を示さなかった。また、CN と同様に Ca2+/CaM
依存性酵素であるミオシン軽鎖キナーゼに対しては 36 μM まで全く阻害を示さなかった。
以上の結果は、C12-LAS が CN に対して強力で選択性のある阻害物質であることを示してい
る。 
















り、ラットの脳から部分精製した CN を用いるシステムを確立した。CN 阻害物質は学位論








ラット脳の部分精製 CN への作用を調べると 20～40μM で強い阻害作用が見られた。LAS
の類縁化合物としてベンゼンスルホン酸、オクチルベンゼンスルホン酸、ラウリル硫酸ナト
リウムの作用とを比較すると C12-LAS の阻害作用が最も強く、その IC50 は 13.5μMだった。
ラウリル硫酸ナトリウムは高濃度でわずかに阻害したが、それ以外の物質は 100μM を超え
ても阻害しなかった。また、エビ、大腸菌及びウシ小腸由来など種々の生物由来のアルカリ
ホスファターゼに対し、C12-LAS の添加（10μM と 15μM）による阻害効果も解析したが、
阻害作用は認められなかった。次に、C12-LAS が CaM に作用して CN 活性を阻害していな
いことを確認するため、同じ CaM 依存性酵素のミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）活性への
作用についても解析を行ったところ、C12-LAS は 36μM 濃度でも全く影響を及ぼさなかっ
た。さらに、ラット脳 CN を用いて C12-LAS の CN に対する阻害様式を酵素キネティクス解
析より求めたところ、非競合阻害を示した。これらの研究成果を修士論文にて発表した。 
次に学位論文の執筆を始めたが、精製したラット脳酵素の純度の問題点と、間違いなく
CN であると言い切れない弱点があることに気が付いた。直ちに、市販品のウシ脳 CN を購
入して、C12-LAS の特異的阻害実験（学位論文の図 3 と 4）の追試を行い、学位論文の要旨
の項で述べた結果を得た。また、種々の生物由来のアルカリホスファターゼに対し、100μ
M までの高濃度添加による C12-LAS の阻害効果を追加解析したが、阻害作用は認められな
かった。さらに、製品（NBR）の洗浄に用いた洗剤が製品表面に付着している可能性を否定
する実験や、製品から浸出する阻害物質は水では抽出されないが、エタノールにより抽出さ




その後、抗 CN抗体を用いると、ラット脳から部分精製した CN 活性が特異的に免疫沈降
する結果を得たので、用いたラット脳酵素が CN であることを証明することができた。さら
に、ラット脳 CN を用いて LAS の側鎖長の違いによる阻害の強さを解析したところ、C12-LAS、
C13-LAS 及び C14-LAS の CN に対する IC50 は各々13.5 μM、5.7 μM、2.9 μM となり、側
鎖が長くなるほど強く CN を阻害した。以上の結果と修士論文の一部の結果を併せて北関東
医学誌に発表した（参考論文 1）。 
